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略語 
 
CDDP  cisplatin 
MMP  matrix metalloproteinases 
NGFR  nerve growth factor receptor 
BDNF  brain-derived neurotrophic factor 
NT3  neurotrophin-3 
NT4  neurotrophin-4 
PBS  phosphate-buffered saline : リン酸緩衝生理食塩水 
NOG  non-obese diabetic/ severe combined immune- deficient/ interleukin-2  
                receptor γnull 
EGF  epidermal growth factor 
FGF  fibroblast growth factor 
EpCAM  epithelial cell adhesion molecule 
TNF  tumor necrosis factor 
APC  alophycocyanin 
FITC  fluorescein isothiocyanate 
HE  hematoxylin and eosin 
CK  cytokeratin 
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Ⅰ．要旨 
 
 癌幹細胞は癌の悪性の表現型を規定する要因であり、近年様々な癌種でその同定が試み
られているが、下咽頭扁平上皮癌の癌幹細胞を規定する細胞表面マーカーに関しては全く
報告がない。今回、我々は、免疫不全マウスでの造腫瘍能を癌幹細胞の指標にして、ヒト
下咽頭癌の癌幹細胞マーカーを検索したところ、CD271が同癌幹細胞のマーカーになり得
ることを見出した。免疫不全マウスで継代してきたヒト下咽頭癌 3系列について、CD271
陽性細胞群と陰性群を分画し、それぞれを免疫不全マウスへ再移植したところ、CD271陽
性細胞群が陰性細胞群に比し、有意に高い造腫瘍能を示した。CD271陽性細胞の移植によ
り形成された腫瘍組織中には、CD271陽性細胞と CD271陰性細胞の両者が混在すること
から、CD271陽性細胞が分化能を持つことが示唆された。免疫組織染色の結果から、CD271
陽性癌細胞は CD34陽性血管のすぐ近傍の血管ニッチや腫瘍の最深部である浸潤部や癌巣
の基底層に存在していた。また、CD271陽性癌細胞では、幹細胞マーカーである Nanog
や癌浸潤に関わるMMPsの発現が有意に上昇していた。さらに、下咽頭癌患者由来の癌組
織検体を解析したところ、CD271高発現組織を有する患者の予後がより悪いことが分かっ
た。本研究により、CD271が下咽頭癌における新規癌幹細胞表面マーカーであると共に、
新規の予後不良マーカーであることが明らかにされた。  
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Ⅱ．研究背景 
 
頭頸部扁平上皮癌の発症頻度は全癌種中第 6 位であり、年間約 500,000 例が全世界で新
規発症し、約 300,000例が同癌種により死亡していると推定されている[1]。「頭頸部癌」は
単一の集団ではなく、口腔癌、上咽頭癌、中咽頭癌、下咽頭癌、喉頭癌など、頭頸部に発
生するあらゆる癌種の総称である。その中で、下咽頭癌は頭頸部癌の約 10％を占め、疫学
的には喫煙と飲酒が発癌に関与する[2]。約 80％の下咽頭癌症例は、診断時に既にステージ
ⅢやⅣの進行癌であり、治療に難渋する事が多い。咽頭喉頭頸部食道摘出術などの拡大手
術では永久気管孔となり失声し、同時併用の化学放射線療法は時に重篤な副作用や口内乾
燥などの後遺症に悩まされる。治療後の後発頸部リンパ節転移、遠隔転移、他領域重複癌
などが下咽頭癌症例の経過中に高頻度に発生する事が知られており[3]、また、その 5 年生
存率は 30％以下である[4]。このように予後不良な上に治療後の生活の質も不良である下咽
頭癌では、新たな革新的な治療戦略が求められている。 
 近年、組織幹細胞と同様に癌幹細胞の存在を示唆する研究結果が、数多く報告されて
おり、癌幹細胞研究は癌の基礎研究における一つの大きな柱となっている。すでに癌幹細
胞に関しては、以下のような仮説が提唱されている[5,6]。癌組織は単一の癌細胞集団から
構成されるのではなく、階層性を持った癌細胞の集まりであり、一部の限られた癌細胞分
画すなわち癌幹細胞のみが腫瘍形成能を有し、自己複製能により同様の癌幹細胞が複製さ
れると共に、分化能により非癌幹細胞分画を生み出す。さらに癌幹細胞は、自己の生存に
有利な特殊な微小環境（ニッチ）に囲まれて存在し、化学療法や放射線療法などに抵抗性
である。そのため癌幹細胞の存在が、治療抵抗性の原因となり、引いては生存率の低下に
至ると推測されている。癌幹細胞を標的とした治療の構築のため、今日、様々な癌種にお
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いて癌幹細胞マーカーの同定とその機能解析が行われている。 
頭頸部扁平上皮癌では 2007年に初めて、CD44が癌幹細胞表面マーカーとして同定され
た[7]。頭頸部扁平上皮癌の臨床検体を用いて、腫瘍を CD44 陽性細胞と CD44 陰性細胞に
分画し、免疫不全マウスに移植したところ CD44 陽性細胞のみが腫瘍形成能を有し、さら
に形成された腫瘍はCD44陽性細胞とCD44陰性細胞を含む階層性を再形成した。しかし、
最近、頭頸部扁平上皮癌由来の CD44陰性細胞が、CD44陽性細胞と同様にスフェア形成能
を有し、且つ、CD44陽性細胞と同様の腫瘍形成能と化学療法抵抗性をもつことも報告され
ていることから[8]、癌幹細胞マーカーとしての CD44 に関してはさらに解析が必要と考え
られる。さらに、頭頸部癌そのものが様々な癌種を包括した不均一な集団であり、それぞ
れの癌種に照準をあてた癌幹細胞表面マーカーの同定も必要と考えられる。 
CD271は TNFレセプターに属する細胞表面膜蛋白である。NGFRとも称され、NGFや
BDNF、NT-3、NT-4などの様々な神経栄養因子をリガンドとする低親和性受容体である[9]。
CD271 は口腔、喉頭、食道などの扁平上皮粘膜の基底層に発現し、組織幹細胞表面マーカ
ーであると推定されている[10-12]。さらには悪性黒色腫[13,14]、食道扁平上皮癌[15]の癌
幹細胞表面マーカーであるとの報告もある。 
本研究において、我々は下咽頭扁平上皮癌の CD271陽性細胞が in vivoにおける有意な
腫瘍形成能を有する事を発見した。さらには CD271陽性細胞が様々な癌幹細胞様の性質を
もつ事を見出したのでここに報告する。 
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Ⅲ．研究目的 
 
 下咽頭癌の臨床検体を用いて、免疫不全マウスへの腫瘍形成能の解析、スフェア形成細
胞の解析、in vivoでの化学療法抵抗性の解析、遺伝子発現プロファイルの解析、免疫組織
学的解析などを行い、下咽頭癌における CD271陽性細胞が癌幹細胞の性質を有する事を示
す。 
 癌幹細胞は治療抵抗性の主因と考えられており、その存在は予後と相関する事が推定さ
れる。下咽頭癌の切除標本と生検標本 83 例を用いて免疫組織学的検索により、CD271 の
発現と予後との相関を検討する。また、切除標本 28例における CD271のmRNAレベルで
の発現と予後との相関を検討し、我々が同定した下咽頭扁平上皮癌の新規幹細胞マーカー
である CD271が、下咽頭癌における新規の予後不良マーカーである事を示す。 
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Ⅳ．研究方法 
 
１． 免疫不全マウスへの腫瘍移植 
下咽頭癌の臨床腫瘍組織は、宮城県立がんセンター頭頸科における手術検体として採取
された。採取後直ぐに壊死組織を除いた腫瘍組織の一部を切り出し、氷冷した PBSに浸し
た。患者から文書による同意を得て、すべての腫瘍標本を匿名化した。免疫不全マウスで
あるNOGマウス（NOD/SCID/IL-2RγCnull）は動物実験中央研究所より購入した。まず、
NOG マウスをペントバルビタールの尾静注により麻酔し、両側腹部皮下に小切開を入れ、
約 50mm3のサイコロ状腫瘍組織を移植した。腫瘍形成は 1週間に 1度、触診と視診により
確認した。腫瘍体積は 1/2×横軸×縦軸×高さにより計算した。腫瘍が約 10mm 以上の大
きさに増大した後、マウスを安楽死のうえ腫瘍を採取し、継代、単細胞分離、病理組織検
索のためのホルマリン固定、RNA採取等に用いた。動物飼育と実験手順は、宮城県立がん
センター動物実験センターにより確立されたガイドラインを順守し行われた。全てのマウ
スに対する手術は麻酔下に行い苦痛を最小限に収めるよう努めた。 
 
２． 腫瘍組織からの単細胞分離 
 無菌下に腫瘍組織を剪刃やメスにて鋭的に切断し、細片化した。PBS(-)で洗浄後、1mg/ml
の Collagenase/Dispase （Roche）と 1mg/ml の DNase（Roche）を含んだ PBS(-)酵素懸
濁液 20mlにて、37℃中で 2～3時間、腫瘍組織が完全に消化されるまで反応させた。腫瘍
消化を促進するため 1 時間に 1 回 10ml のピペットで撹拌した。反応後の細胞懸濁液を 40
μm のナイロンメッシュにて濾過後、PBS(-)で 3 回洗浄した。遠心後、分離された細胞は
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セルソーターを含む Flow cytometry、もしくは sphere培養に利用した。Sphere培養には
DMEM/F12メディウムに B27サプリメント（Invitrogen）、EGF 20ng/μl（Peprotech）、
βFGF 20ng/μl（Peprotech）を加えた培養液を用い、培養シャーレには Corning の超低
接着表面培養シャーレを用いた。 
 
３． Flow cytometry解析とセルソーティング 
上記操作により単細胞に分離された細胞を 3%FBS 含 PBS(-)バッファーで懸濁した。こ
れらの細胞の染色には、FITC 標識抗ヒト EpCAM抗体（1:10、Miltenyi Biotec）、APC標
識抗ヒト CD271抗体（1:10、Miltenyi Biotec）、APC 標識抗ヒト CD44抗体（1:10、Becton 
Dickson）、APC標識抗ヒト CD133抗体（1:10、Miltenyi Biotec）を用い、アイソタイプ
コントロールとして APC標識、FITC標識抗ヒトマウス IgG1κアイソタイプコントロール
抗体（1:20、Biolegend、Milteny Biotec）を使用した。死細胞除去のため 1μg/ml の 7-AAD
（Sigma）を使用した。染色後の細胞の解析には FACSCanto TM II（Becton Dickinson）
もしくは FACSAria TM II（Becton Dickinson）を用い、セルソーティングには FACSAria TM 
II（Becton Dickinson）を用いた。 
 
４． Real-time reverse transcriptional (RT)-PCR 
 セルソーティングで分離された腫瘍細胞や腫瘍組織からの全 RNA 抽出は、mirVana TM 
miRNA Isolation Kit（Ambion）を用い、cDNA合成には Prime Script II cDNA Synthesis 
Kit（Takara Bio）を用いて逆転写反応を行った。Real-time RT-PCRには Light Cycler○R  
480（Roche）を用い、反応には Brilliant III Ultra-Fast SYBR Green QPCR Master Mix
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（Agilent Technologies）を用いた。内在性コントロールには GAPDH を使用した。
Real-time RT PCRに用いたプライマーを表 1に示す。 
 
５． 免疫組織染色 
 ホルマリン固定されたパラフィン包埋切片を 3μmに薄切した。薄切された切片スライド
をキシレンで脱パラフィン後、エタノールで脱水処理を行った。抗原賦活化は pH 9.0 
Targent Rettieval Solution（Dako）もしくは pH 6.0のクエン酸緩衝液（三菱化学メディ
エンス）を用い、マイクロウェーブ法により行った。内因性ペルオキシダーゼ除去には 0.3%
過酸化水素水を用いた。一次抗体には抗ヒト CD271抗体、抗ヒト CK5/6抗体、抗ヒト CK8
抗体、抗ヒトNanog抗体、抗ヒトMMP1抗体、抗ヒトMMP2抗体、抗ヒトMMP10抗体、
抗ヒト CD34 抗体、そして抗ヒト Ki-67 抗体を用いた。一次抗体の宿主動物種、抗体の希
釈倍率、抗体の反応条件、それぞれの一次抗体に適応した抗原賦活化法、抗体の製造元な
どを表 2 に示す。一次抗体の反応後、ニューフクシン基質で発色予定の CD34 と Ki-67 の
スライドを除いて、それぞれの宿主に応じ、mouse LINKER（Dako）、もしくは rabbit 
Linker （Dako）にて 15分反応させ、二次抗体としてポリマー試薬を用い、DAB（Envision 
TM FLEX Kit、Dako）で発色させた。CD34と Ki-67染色では、二次抗体として Simple Stain 
AP (M)（Nichirei Biosciences）を用い、ニューフクシン基質（Nichirei Biosciences）で発
色させた。CD271 と CD34、もしくは Ki-67 の二重染色では、CD34 もしくは Ki-67 染色
を先行し行い、その後 CD271染色を上記プロトコールの通りに行った。 
 
６． In vivoでの腫瘍形成能 
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 単細胞分離された腫瘍組織は、先述のごとく EpCAM、CD271、CD44 の染色を行い
FACSAria TM II にて、EpCAM+CD271+細胞、EpCAM+CD271-細胞、EpCAM+CD44+
細胞、EpCAM+CD44-細胞にそれぞれ分画された。各細胞分画を、4℃で 200μlのMatrigel 
matrix（BD Biosciences）に懸濁し、NOG マウスの側腹部皮下に 1ml のシリンジを用い
て注入した。マウスの右側に表面マーカー陽性細胞（EpCAM+CD271+、EpCAM+CD44+）
を、左側に陰性細胞（EpCAM+CD271-、EpCAM+CD44-）をそれぞれ皮下注射した。腫
瘍形成の有無は毎週、触診と視診にて観察した。 
 
７． In vivoでの CDDP による化学療法 
 白金製剤である CDDP を担癌マウスに 5mg/kg または 7.5mg/kg の投与量で、尾静注に
よる静脈内投与もしくは腹腔内投与を行った。投与後 1 週間でマウスを安楽死させ、腫瘍
を採取し、一部を免疫組織染色のためにホルマリン固定を行うと共に、Flow cytometry解
析のため酵素処理により単細胞分離を行った。 
 
８． 統計解析 
 疾患特異的生存率と、無再発生存率の生存曲線は Kaplan-Meier 法を用いてグラフ化し、
二群間の予後の比較には Log rank テストを採用した。28 例の下咽頭癌症例の切除組織に
おける CD271発現と臨床データの相関には Fisherの直接確率計算法を用い、83例の下咽
頭癌症例における免疫組織学的なCD271発現と臨床データの相関にはカイ 2乗検定を用い
て有意差検定を行った。CD271高発現群と CD271低発現群におけるNanogの発現レベル
の比較には Studentの t検定を行った。全ての検定は p値 0.05未満をもって統計学的有意
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差有りとした。 
 
９． 倫理面 
 本研究は宮城県立がんセンター倫理審査委員会の承認の下に行われ、患者対象の研究では
それぞれ書面による同意を取得した。動物実験に関しては宮城県立がんセンター動物実験
安全管理委員会の承認（承認番号：MCC-AE-2011-8）の下に行われた。 
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Ⅴ．研究結果 
 
１． CD271は下咽頭癌の一部の細胞に発現している 
 下咽頭癌の臨床検体を用いて癌幹細胞研究を行うにあたり、まず下咽頭癌の xenograft
モデルを作成した。宮城県立がんセンター頭頸科において外科的切除された下咽頭癌の臨
床検体の一部を、研究方法１で述べたとおり NOGマウスへ皮下移植し、3症例由来の下咽
頭癌 xenograft株をそれぞれ樹立した。これら 3株はいずれも亜部位が同一の梨状陥凹原発
の扁平上皮癌であり、それぞれ HPCM1～3と名付けた（図 1A）。マウスに生着した HPCM1
～3の腫瘍を切除し病理組織学的に検討したところ、いずれも元の臨床検体と同一の扁平上
皮癌の病理像である事を確認した（図 1B）。 
 HPCM1～3の細胞表面マーカーの発現を Flow Cytometryにて解析した。Xenograftよ
り腫瘍を切除し、研究方法 2で述べた通り単細胞分離した。EpCAMは頭頸部扁平上皮癌に
おける単細胞を分離するマーカーであると報告されている事から[16]、先ず、EpCAM陽性
細胞に厳しくゲートをかける事で、マウス由来細胞の除去を行った。頭頸部癌の癌幹細胞
マーカーとして過去に報告がある CD133については、その発現を認めず、CD44は HPCM1
の 3.4%に発現していた。さらに、我々が今回注目した CD271は HPCM1～3のいずれの腫
瘍にも発現しており（図 2A）、その発現率は、繰り返し実験した結果、HPCM1 で 2.99～
20.1%、HPCM2で 2.99～9.54％、HPCM3で 19.1%であった。次に xenograt株より切除
した腫瘍のパラフィン包埋切片を用いて CD271の免疫組織染色を行った（図 2B）。3種の
xenograft 株全てにおいて、扁平上皮癌に特徴的な病理像がみられる中で、CD271 陽性細
胞は主に腫瘍の辺縁部の基底層に存在し、腫瘍の中心部では疎な分布を示した。さらに高
倍率で観察すると CD271 陽性細胞は間質の傍らに存在し（図 2B-d）、これらの CD271 陽
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性細胞は基底細胞様の小型で未分化な形態を呈し、腫瘍の中心部に存在する CD271陰性細
胞はより分化した平坦で角化した細胞形態となっていた（図 2B-e）。さらにこれら下咽頭癌
におけるCD271陽性細胞の局在を検討するために、我々は連続切片を用いてCKsとCD271
の免疫組織染色を行ったところ、CD271陽性細胞は CK5/6陽性細胞領域内のまさに基底層
に存在し、さらには CK8を中等度発現していた（図 2C）。CK5/6は一般的に扁平上皮癌の
基底層と、傍基底層の増殖能の高い細胞で発現しており、CK8 は単層円柱上皮のマーカー
であるが低分化扁平上皮癌でしばしば発現が認められる。従って、xenograft下咽頭癌組織
において、CD271陽性細胞は CK8陽性の分化度の低い細胞分画を併せ持つ事が示唆された。 
 次に臨床検体のパラフィン包埋切片を用いて、同様に免疫組織学的に CD271の発現を調
べた。正常下咽頭粘膜では、CD271は粘膜の基底層に存在していた（図 3A左）。上皮内癌
では、正常粘膜と同様に CD271陽性細胞は癌の基底層にのみ存在し、より分化した表層で
は CD271の発現を認めなかった（図 3A右）。さらに特徴的であったのは、腫瘍最先端の浸
潤部に位置する癌細胞は小集塊を形成し、ほぼ全ての細胞にCD271の発現を認めた（図 3B）。
続いて、CD271 陽性細胞と腫瘍内血管の位置関係を確認するため血管内皮細胞の表面マー
カーである CD34の免疫組織染色を行った。結果、CD34陽性の血管内皮細胞は CD271陽
性細胞の近傍に分布していた（図 3C）。拡大図では（図 3C-a,b）、赤矢頭で示す CD34陽性
細胞は、茶矢頭で示す CD271陽性癌細胞のすぐ近傍に、隣接して存在していた。他の標本
では、CD271 陽性細胞は、CD34 陽性の微小血管を含んだ間質を囲むように密な集塊とな
り存在していた（図 3C-c,d,e）。これらの免疫組織学的な観察から、CD271陽性細胞は癌の
浸潤部に存在し、腫瘍内の微小血管の近傍に存在する事が示された。 
 非接着培地におけるスフェア培養により球形のコロニーを呈した細胞集団は、頭頸部扁
平上皮癌を含む様々な癌種において癌幹細胞が豊富な集団である事が示されている[17]。
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我々は次に、スフェア培養が CD271 発現強度に影響を与えるか否かを検討した。HPCM1
の xenograftから得た腫瘍を単細胞分離し、研究方法 2で述べたとおりスフェア培養を行っ
た。12日目に、スフェアコロニー（図 4）をトリプシン処理により単細胞とし、CD271の
発現を Flow Cytometry を用いて調べた。CD271 の発現は、元の HPCM1 における 2.99
～20.1%に比して、46.5%と高値となっており（図 4）、スフェア培養により下咽頭癌におけ
る CD271陽性細胞分画が豊富となる事が示された。 
 次に CD271陽性細胞が増殖能の高い細胞分画であるかどうかを CD271と Ki-67の 2 重
染色によって検討した。CD271 陽性細胞は癌の基底層に存在したが、Ki-67 は基底層より
も、より分化した傍基底層の細胞で発現していた（図 5）。以上の結果より、CD271陽性細
胞は in vivoにおいて強い増殖能を持つ細胞集団ではない事が示唆された。 
 
２． CD271陽性細胞は in vivoにおける造腫瘍能と分化能をもつ 
 続いて、下咽頭癌 xenograft 株を用いて CD271陽性細胞の in vivoでの腫瘍形成能を検
討した。Xenograft腫瘍から得られた 30個から 100,000個の CD271陽性細胞と CD271陰
性細胞をそれぞれマウスの側腹部に皮下移植した（図 6A）。同一マウスにそれぞれ陽性細
胞、陰性細胞を右側、左側に移植することで、宿主環境因子の除外に努めた。移植前の CD271
陽性細胞と陰性細胞の純度は、いずれも 95.4％～99.5％の範囲内であることを Flow 
Cytometry により再確認した（図 6B）。腫瘍形成能の結果を表 3 に示す。HPCM1 では、
CD271 陽性細胞は 300 個以下の細胞数、特に 30 個の細胞でも極めて高率に腫瘍を形成し
た。30個の CD271陰性細胞でも 6回の移植中に 1回腫瘍形成したが、CD271陽性細胞を
移植して形成されたものと比べ、極めて小さな腫瘍であった（図 6C）。HPCM2でも同様に
CD271 陽性細胞が有意に高い造腫瘍能を示した。HPCM1 よりも頻度は低いものの、腫瘍
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を形成した細胞は 1 例を除いて全て CD271 陽性細胞であった。HPCM3 では CD271 陰性
細胞も腫瘍を形成したが、腫瘍形成頻度と腫瘍形成までの期間は CD271陽性細胞と比較し
て低く、長い傾向であった。これらの結果から、CD271 陽性細胞は CD271 陰性細胞と比
較してより高い造腫瘍能を持つ事が分かった。 
 CD271 陽性細胞により形成された腫瘍を採取し病理組織学的に検討を行った。いずれも
基底細胞様の癌細胞が腫瘍辺縁部に存在し、より分化した癌細胞が腫瘍巣の中心部に位置す
る典型的な扁平上皮癌の像を呈していた（図 6D）。続いて、CD271陽性細胞により形成さ
れた腫瘍を単細胞分離し、Flow Cytometryにより CD271の発現を検討した。CD271陽性
細胞から形成された腫瘍は CD271 陽性細胞と CD271 陰性細胞の両者の分画を有していた
（図 6D）。これらの結果から、CD271陽性細胞は自己複製能と共に、CD271陰性細胞への
分化能を併せ持つ事が分かった。 
 
３． CD271陽性細胞は幹細胞性や浸潤能に関与する遺伝子を発現する 
 次に我々は CD271陽性細胞における幹細胞性、浸潤、転移などに関連する遺伝子発現を
検索した。はじめに多能性幹細胞に関与する遺伝子群として Nanog、Sox2、Oct-4 の発現
を調べた。Real-time RT-PCR により上記 3 遺伝子の発現を調べたところ、いずれの
xenograft株由来の CD271陽性細胞においてもNanogの発現が亢進していた（図 7A）。一
方、Sox2と Oct-4に関しては一定の傾向を認めなかった（図 9）。以上の結果より、CD271
陽性細胞の幹細胞性はNanogにより導入されているものと推測された。連続切片を用いた
CD271とNanogの免疫組織染色では、CD271陽性細胞はNanog陽性細胞中の基底層に含
まれていた（図 8A）。次に、浸潤や転移に関与する分泌型MMPsであるMMP1、MMP2、
MMP10の発現をCD271陽性細胞と陰性細胞においてReal-time RT-PCRにより比較した
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（図 7B）。下咽頭癌 xenograft 3株において、CD271陽性細胞は陰性細胞よりもMMP1発
現で 2.3～7.3 倍、MMP2 で 3.6～4 倍も高く、さらに HPCM3 においては、MMP10 の発
現で 40 倍以上高い値を示していた。さらに連続切片を用いた免疫組織染色により CD271
と MMP1、MMP2、MMP10 の発現を調べたところ、CD271 陽性細胞はいずれの MMPs
も陽性であった（図 8B）。MMP9、MMP11、MMP14（MT1-MMP）の発現も同様に Real-time 
RT-PCRにより比較したところ、HPCM1ではいずれのMMP発現も CD271陽性細胞で高
い傾向がみられ、HPCM2ではMMP11のみが発現亢進し、HPCM3ではMMP9とMMP14
の発現が亢進していた（図 10）。上記の免疫組織染色の結果と、CD271 陽性細胞が浸潤部
に存在することとを合わせ考えると、CD271陽性細胞はMMP1、MMP2、MMP10などの
MMPsを分泌する事により細胞外基質を破壊し、組織内浸潤に至る事が示唆された。 
 
４． CD271陽性細胞は in vivoにおいて抗癌剤耐性である 
 CD271 陽性癌細胞が抗癌剤耐性であるか検討するため、頭頸部扁平上皮癌に対する化学
療法のファーストラインである CDDP の影響を検討した。当初、xenograft からの腫瘍の
初代培養系における通常の接着培地、スフェア培養のそれぞれの状況でのアッセイを予定
したが、初代培養の維持が困難であり不可能であった。そのため、我々は in vivoでの評価
を行った。HPCM1 の腫瘍を形成した xenograft に研究方法７に述べたごとく CDDP 投与
を行い、7 日目に腫瘍を採取し、CD271 の免疫組織染色を行った。腫瘍の中心部に平坦で
角化したCD271陰性細胞が存在するが、CDDP投与によりこれらの細胞が消失し、一方で、
基底層に主に発現している CD271 陽性細胞は、間質の周辺部で生存していた（図 11A）。
CD271 陽性細胞が CDDP 耐性である事を証明するため、CDDP 投与後 7 日目の腫瘍を採
取し、単細胞分離後に CD271の発現を Flow Cytometryにより検討した。CDDP 投与によ
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りCD271陽性の細胞分画がコントロールの腫瘍の 16.3%から 35.2%へと上昇した（図 11B）。
CDDP投与により CD271陰性細胞が減少し、相対的に CD271陽性分画が上昇したものと
推測され、CD271陽性細胞は CDDP耐性であると考えられた。次に、癌幹細胞の多剤耐性
は ATP トランスポーターの発現上昇と関与すると報告されている事から[18]、HPCM1 に
おいて、CD271 陽性細胞と CD271 陰性細胞における ATP トランスポーターの mRNA 発
現レベルを比較した。ABCC2 は CDDP、docetaxel の排出を行い、ABCB5 と ABCG2 は
5-FUの排出に関与している。CD271陽性細胞における ABCC2、ABCB5、ABCG2の発現
はそれぞれ、陰性細胞と比し 2.5倍、4.8倍、2.4倍と上昇していた（図 11C）。以上の結果
より、CD271陽性癌細胞は抗癌剤耐性であり、ABCトランスポーターの高発現が抗癌剤耐
性に関与していると考えられた。 
 
５． 下咽頭癌における CD271高発現は予後不良のマーカーとなる 
臨床の下咽頭癌症例において CD271 発現が予後因子と相関するか否かを検討するため、
手術もしくは生検によって得られた 83 例の臨床標本を用いて CD271 の免疫組織染色を行
った。検討にあたり、CD271 陽性細胞はそれぞれの腫瘍内で不均一に存在する事から、
CD271の発現強度の指標として腫瘍内の 50％以上で陽性のものを高発現群、50%以下のも
のを低～中等度発現群と定義した。全てのプレパラートは臨床情報を伏せた状態で、それ
ぞれ 1名の病理医と 1名の頭頸科医により検討された。CD271免疫組織染色の結果、83例
中 36例が高発現群と判定され、47例が低～中等度発現群と判定された（図 12A）。両群の
臨床データのまとめを表 4 に示す。免疫組織学的な CD271発現強度と、臨床 T期、N期、
Stageとの相関を検討した。進行した T期（T3以上）、進行したN期（N2以上）は CD271
低～中等度発現群と比較して、有意に CD271高発現群において頻度が高かった（T3以上：
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47.2%対 23.4%、p=0.023）（N2 以上：69.4%対 40.4%、p=0.009）。同様に、StageⅢ以上
の進行癌も有意に CD271 高発現群において頻度が高い結果であった（80.6%対 55.3%、
p=0.016）。続いて、Kaplan-Meier法を用いて 2群の 3年疾患特異的生存率を描き、Log-rank
検定を用いて両群の有意差検定を行った。3年疾患特異的生存率は CD271高発現群におい
て有意に低く、高発現群 54.3%、低～中等度発現群 83.2%（p=0.043）であった（図 12B）。
以上より、組織学的な CD271の発現強度は予後不良の指標となる事が示唆された。 
次に臨床腫瘍組織の mRNA レベルでの CD271 発現強度が予後因子と相関するか否かの
検討を行った。本検討のために外科的・組織学的に完全切除である事を確認した 28例の下
咽頭癌の新鮮臨床腫瘍標本を利用した。外科的切除後まもなく、標本から癌部と非癌部（正
常粘膜）組織を採取した。それぞれの癌部、非癌部からmRNAを抽出し、Real-time RT-PCR
により CD271 の発現を調べた。正常粘膜も CD271 を発現している事から（図 3A）、癌部
の CD271 発現を非癌部の CD271 発現で除した値を CD271 発現強度として算出した。平
均 20か月の経過観察の間に 28例中 11例で再発を認めた。11例いずれも 18か月以内に再
発しており、18 か月無再発生存率を Kaplan-Meier 法に描く事とし、両群の有意差検定に
は Log-rank検定を用いた（図 13）。CD271発現強度は 1.5をカットオフ値とし、1.5以上
をCD271高発現群、1.5以下をCD271低発現群と定義した。結果、CD271高発現群はCD271
低発現群と比較して、有意に 18か月無再発生存率が低かった（41.1%対 80.0%、p=0.035）。
両群の臨床データのまとめを表 5に示す。臨床病期との比較では、進行した T期（T3以上）
は CD271高発現群で有意に多かった（88.2%対 45.5%、p=0.022）。以上より、組織学的な
検討と同様に、mRNAレベルでの CD271高発現は予後不良の指標となる事が示唆された。 
以上の、免疫組織学的、mRNAレベルでの発現の検討により、CD271高発現は下咽頭癌
における、新たな予後不良マーカーであると考えられた。 
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６． 下咽頭癌において、Nanogの発現は CD271高発現と相関する 
 下咽頭癌における CD271陽性細胞はNanogを高発現していたため、28例の下咽頭癌の
新鮮臨床腫瘍標本を用いて CD271発現とNanog発現の相関関係を調べた。CD271と同様
に癌部の Nanog 発現を非癌部の Nanog 発現で除した値を Nanog 発現強度として算出し、
1.5をカットオフ値とし、1.5以上をNanog高発現群、1.5以下をNanog低発現群と定義し
た。結果、Nanog高発群 8例、低発現群 11例であり、Nanog高発現群の 8例は全例 CD271
高発現群の症例であった（図 14）。以上の結果より、下咽頭癌における CD271発現と Nanog
発現は強い相関関係をもち、両者の発現は予後不良因子であると考えられた。 
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Ⅵ．考察 
 
 癌幹細胞の細胞表面マーカーの同定は、低分子化合物阻害剤やヒト化抗体などの癌幹細
胞特異的標的治療の実現可能性のためにも重要な課題である。本研究において我々は下咽
頭癌における CD271 陽性癌細胞が CD271 陰性細胞と比較して、極めて高い造腫瘍能をも
つ事を示した。さらに CD271陽性細胞は、以下の様々な癌幹細胞様性質を併せ持つ事を示
した。上記の①腫瘍形成能、に加え②癌幹細胞関連遺伝子である Nanogの高発現、③自己
複製能と階層性形成能、④in vivoにおける抗癌剤抵抗性、⑤浸潤。さらに、我々は臨床検
体を用いて CD271発現が予後不良の新たなマーカーとなる事を示した。 
 癌幹細胞ははじめに急性骨髄性白血病で同定された。同報告において、白血病細胞中の
CD34 陽性 CD38 陰性の少数の細胞分画のみが免疫不全マウスに腫瘍形成する事が示され
た[19]。以降、高度免疫不全マウスを用いた xenograftモデルが、臨床腫瘍組織中の癌幹細
胞の同定のために用いられ、同モデルが癌幹細胞同定の研究におけるゴールドスタンダー
ドであるとされている[20]。同モデルを用いて様々な固形癌でも癌幹細胞同定の報告がなさ
れている。乳癌では CD44 陽性 CD24 陰性細胞が、癌幹細胞として同定された。CD44 陽
性 CD24陰性細胞は、CD44陽性、陰性、CD24陽性、陰性、いずれの系譜ももつ腫瘍を再
形成した[21]。頭頸部扁平上皮癌では、臨床腫瘍組織を用いて、xenograft モデルにより癌
幹細胞の同定を行った報告は現在まで 2 編のみである。Prince らは 5000 個の CD44 陽性
細胞が免疫不全マウスに腫瘍形成したとし[7]、Clay らはさらに少ない 500 個の ALDH 陽
性細胞が腫瘍形成したと報告した[22]。ALDH の陽性か否かは酵素活性によるため、純粋
な細胞表面マーカーとしては CD44 が頭頸部扁平上皮癌においては詳細まで検討されてい
る唯一のマーカーである。同様の xenograft モデルにより、細胞株では喉頭癌の Hep-2 細
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胞において CD133が癌幹細胞表面マーカーであると報告されている[23]。しかし、CD133
に関しては臨床腫瘍組織による同様の検討はなされていない。 
 我々の用いた下咽頭癌の xenograft株では、免疫組織学的にも Flow Cytometryにおいて
も CD133は陰性であり陽性分画を認めなかった。一方、CD44陽性細胞と陰性細胞は同定
可能であったため、HPCM1株由来の両細胞分画を NOGマウスへ移植し、造腫瘍能の比較
検討を行った（表 6）。しかし、CD44陽性細胞と CD44陰性細胞間で in vivoでの造腫瘍能
に明らかな差を認めず、100 個の細胞のみで CD44 陰性細胞も CD44 陽性細胞と同様に腫
瘍形成するという結果が得られた。最近の報告でも、患者由来下咽頭癌組織中の CD44 陰
性細胞も CD44 陽性細胞と同様にスフェア形成能や造腫瘍能をもつ事が示されており[8]、
少なくとも造腫瘍能に関しては我々の結果とも一致していた。 
 頭頸部扁平上皮癌は、様々な癌種を含む総称であり、下咽頭癌の癌幹細胞はそれ自体の
独立した特徴を持っている可能性がある。実際に癌幹細胞マーカーは癌種により様々であ
る。例を挙げると CD44 陽性 CD24 陰性細胞は乳癌の癌幹細胞とされ、膵癌の癌幹細胞分
画は CD44陽性 CD24陽性[24]、卵巣癌では CD44陽性 CD117陽性が癌幹細胞である[25]
と報告されている。さらに、乳癌は管腔細胞型、基底細胞型、HER2 陽性型などに分類さ
れるが、先述の CD44 陽性 CD24 陰性細胞は基底細胞型乳癌の癌幹細胞とされ、HER2 陽
性型における癌幹細胞はCD44陽性CD24陰性でなくALDH陽性分画に存在すると報告さ
れている。管腔細胞型乳癌の癌幹細胞は未だ同定されておらず、同一の乳癌の中でも癌幹
細胞を規定するマーカーは異なる[26]。それぞれの癌が異なる特有の癌幹細胞表面マーカー
の特徴を示すため、頭頸部扁平上皮癌の中でも、それぞれの癌種において癌幹細胞表面マ
ーカーは異なる可能性があると考える。 
 様々な癌種において、癌幹細胞は正常組織の幹細胞から発生する、もしくは、癌細胞が
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多様な遺伝子変異を獲得して幹細胞様の多能性を獲得したものと推測されている[6]。過去
の報告で CD271 は正常幹細胞に発現しているとされ、正常口腔粘膜[11]、喉頭粘膜[10]、
食道粘膜[12]において CD271 陽性細胞は基底細胞に分布しており、上記組織幹細胞の表面
マーカーの候補とされている。今回我々が検討したとおり、下咽頭正常粘膜においても
CD271陽性細胞は基底層にのみに分布していた事から、CD271は下咽頭粘膜の組織幹細胞
のマーカーである可能性が考えられる。CD271 が頭頸部領域の粘膜の組織幹細胞であると
すれば、CD271陽性の組織幹細胞から癌幹細胞が発生するという仮説が成り立つ。 
 本研究において、我々は下咽頭癌の CD271陽性癌細胞が様々な癌幹細胞様の性質を持つ
事を明らかにした。CD271 陽性細胞は約 2～20％の範囲内にあり、CD271 陽性細胞は in 
vivoで高い造腫瘍能を持ち、CD271陰性細胞を含む腫瘍を再形成した。これらの結果から、
我々は下咽頭癌の CD271 陽性癌幹細胞は下咽頭正常粘膜の CD271 陽性組織幹細胞から発
生したと考えている。他の癌種においても癌幹細胞と CD271 の関連性が示唆されている。
食道扁平上皮癌の癌幹細胞マーカーが CD271であるとする報告[15]や、CD271を悪性黒色
腫の癌幹細胞マーカーとする報告[13,14]もある。 
 癌幹細胞は血管の近傍、いわゆる傍血管ニッチに存在するとされている[27,28]。頭頸部
扁平上皮癌との関連では Krishnamurthy らが ALDH 陽性細胞は血管の半径 100μm 以内
に存在するとし、血管内皮細胞の選択的なアブレーションにより CD44陽性 ALDH陽性細
胞分画が減少した事を示した。以上より彼らは血管内皮細胞が、癌幹細胞の生存や自己複
製するための微小環境やニッチを形成しているものと考察している[29]。我々の解析では、
下咽頭癌の CD271陽性癌細胞は時に血管のすぐ傍らに隣接して存在し、時に間質を介して
すぐ傍らに存在しており、直接の癌細胞と血管内皮細胞同士の相互作用もしくは傍分泌因
子などが、癌幹細胞の生存に有利な環境を作り出しているものと考える。CD271 がニュー
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ロトロフィンの受容体であることが知られていることから[9]、NGF 等が CD271 陽性細胞
の生存に寄与している可能性も考えられるが、このような可能性を含めて、傍血管ニッチ
仮説の解明にはさらなる研究が必要である。 
 我々は本研究において、免疫組織染色により CD271陽性癌細胞が浸潤部に集塊を形成し
ている事を示した。浸潤部とは腫瘍が正常組織を破壊、進展した最深部であり、腫瘍と宿
主の相互通信が行われる境界面にあたる[30-32]。浸潤部における組織学的グレーディング
は癌の生物学的な悪性度と相関する事が分かっている[32]。我々が今回特に微小浸潤部で検
討した標本では、CD271 陽性癌細胞は浸潤開始時点では、ほぼ CD271 陽性細胞のみによ
る小さな集塊となっていた（図 2C-c,d）。それに関連して、浸潤に関連する遺伝子群である
MMP1、MMP2、MMP10の発現が CD271陽性細胞において著明に上昇していた。これら
の分泌型MMPsは、細胞外マトリクスを破壊する事により癌が浸潤を起こすために必須の
因子である[30,33]。さらにMMPsは造腫瘍能とも相関する事が知られている。膠芽腫の細
胞株においてはMMP1の過剰発現は造腫瘍能を亢進させ、MMP1のノックダウンでは腫瘍
形成能が低下した事が報告された[34]。肺非小細胞癌においてはMMP10が造腫瘍能に重要
な役割を果たし、癌幹細胞の性質の維持を担うとされている[35]。以上の報告をふまえて考
えると、MMPs陽性 CD271陽性癌細胞が強い造腫瘍能と共に浸潤性とも強い相関をもつこ
とが容易に理解できる。 
 Nanog は多能性胚性幹細胞に発現するホメオボックス転写因子の一つである。現在に至
るまで Nanogが様々な癌種において、幹細胞性を導入する働きをする事が証明されている
[36,37]。Nanogの過剰発現は造腫瘍能の亢進を起こし[38,39]、Nanogの発現制御は造腫瘍
能の低下に至る事が、前立腺癌、乳癌、大腸癌などで報告されている[38,40]。頭頸部扁平
上皮癌においては、臨床腫瘍組織から得られたスフェア培養において Nanogの発現が亢進
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しており、Nanog の高発現は臨床の頭頸部扁平上皮癌患者の予後不良と相関する事が報告
されている[41]。我々の下咽頭癌 xenograft株において CD271 陽性細胞は 3 株いずれにお
いても Nanog を高発現しており、さらには臨床検体においても Nanog 高発現群はすべて
CD271 高発現群に含まれていた。以上の研究結果より、下咽頭癌における CD271 陽性細
胞はNanogを高発現する事により、多能性幹細胞様の性質を得たものと考えられる。 
 治療抵抗性は癌幹細胞の特徴としてよく知られている。例えば神経膠腫における CD133
陽性細胞は放射線抵抗性であり[42]、乳癌における CD44 陽性 CD24 陰性細胞は抗癌剤抵
抗性である[43]。治療抵抗性は再発などの治療不成功という結果に結びつく。本研究におけ
る in vivoでのCDDP投与実験から、CD271陽性細胞はCDDP抵抗性であると考えられる。
下咽頭と部位的に近接した食道扁平上皮癌では、Huangらが in vitroの 64copperアッセイ
法を用い、同様に CD271陽性細胞が CDDP抵抗性である事を示している[15]。我々の検討
では、CD271 陽性細胞において薬物トランスポーターである ABCC2、ABCB5、ABCG2
の発現が亢進していた。ABCC2高発現は CD271陽性細胞の CDDP抵抗性に関与している
可能性が考えられる[44]。同様に ABCB5 と ABCG2 の高発現は、CD271 陽性細胞の抗癌
剤耐性に寄与しているものと考えられる。興味深い事に、ABCB5陽性細胞は口腔癌におけ
る癌幹細胞分画にあたるとされ[45]、喉頭癌の Hep-2 細胞株において、癌幹細胞分画であ
る CD133陽性細胞が ABCG2を高発現している事が報告されており[46]、我々の結果と同
様である。以上より、ATPトランスポーターの高発現は CD271陽性細胞の悪性形質に寄与
しているものと考えられる。一方で、in vivoでの抗癌剤耐性の評価には、CD271陽性細胞
の局在もまた考慮する必要がある。つまり血管周囲にあり間質に囲まれた状況である事を
踏まえると、CD271 陽性細胞そのものの抵抗性のみでなく、周囲の環境因子も CD271 陽
性細胞の生存に関与している可能性も考えられる。治療抵抗性と予後はよく相関すること
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から、我々は実際の患者の予後と CD271発現を比較検討した。下咽頭癌の臨床検体におい
て、83 例の免疫組織染色の結果からは CD271 高発現は疾患特異的生存率の低下、さらに
は進行した病期と関連する事が示され、28例のmRNA発現の検討では CD271高発現が無
再発生存率の低下と関連する事が示された。以上の結果より、我々は CD271高発現が下咽
頭癌における新たな予後不良マーカーとなることを示すことができた。同様に、過去に口
腔癌において CD271が予後不良マーカーであるという報告も存在する[47]。 
 本研究において下咽頭癌の CD271陽性細胞が、癌幹細胞の性状を示すことは明らかにで
きたが、一方で CD271陰性細胞も、低頻度で、且つ腫瘍形成までの期間も長いが、造腫瘍
能を示した。また、CD271 陰性細胞から形成された腫瘍に CD271 陽性細胞が含まれてい
る事も確認できた（図 15）。これらの結果から、CD271陰性細胞分画に CD271陽性細胞の
僅かな混入があった可能性は完全には否定できないが、より高い可能性として、すでに他
の癌種において報告されているように[48]、癌幹細胞には可塑性があり、CD271 陰性細胞
から CD271陽性癌幹細胞へ変換するメカニズムが存在することが考えられる。さらに、今
回の造腫瘍能の検討は臨床腫瘍組織を用いているが、あくまで異種異所移植の結果であり、
ヒトの担癌状態における癌幹細胞の可塑性に関しては、結論を得ることは難しい。 
 我々は、本研究により下咽頭癌の CD271陽性癌細胞は造腫瘍能を有し、様々な癌幹細胞
様性質を併せ持つ事を示すことができた。CD271 が癌幹細胞表面マーカーであるという報
告は、悪性黒色腫[13,14]と食道癌[15]について存在する。悪性黒色腫に関する 2 つの論文
では臨床検体、食道癌では細胞株を用いた解析により、いずれも CD271陽性細胞が免疫不
全マウスへの強い造腫瘍能をもつ事を基礎として、CDDP 抵抗性[15]やスフェア形成能
[13,15]により CD271陽性細胞の癌幹細胞様の性質を証明している。しかし、現在まで癌幹
細胞表面マーカーとしてのCD271のリガンドや下流のシグナルなどの詳細な機能解析はな
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されていない。今後は、CD271 の機能解析を進めることによって、下咽頭癌に対する新た
な治療法の開発が実現することを期待している。 
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Ⅶ．結論 
 
 下咽頭癌における CD271陽性細胞は免疫不全マウスへの造腫瘍能を有し、様々な癌幹細
胞様性質をもつ事から、CD271 は下咽頭扁平上皮癌の癌幹細胞を同定する新規表面マーカ
ーであることを明らかにした。さらに、CD271 の高発現は下咽頭癌における新たな予後不
良マーカーであることを明らかにした。 
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Ⅹ．図説明 
 
図 1．下咽頭癌 xenograft株 
 （A）3症例の下咽頭癌臨床検体をそれぞれNOGマウスに移植し、各々独立した xenograft 
株（HPCM1、HPCM2、HPCM3）を樹立した。これら 3 症例の病期と臨床検体の病理組
織学的所見を示す。（B）元の手術時の臨床検体（xenograft前）と xenograftで形成された
腫瘍（xenograft後）について、それぞれ組織標本を作製し、HE染色した。スケール：100
μm。 
 
図 2．下咽頭癌 xenograft株における CD271発現 
 （A）xenograft3株由来の腫瘍を単細胞分離し、Flow Cytometryにて CD271の発現を
調べた。青色ピーク（コントロール抗体染色）、赤実線（CD271抗体染色）。（B）xenograft 
3 株から得られた腫瘍の CD271 免疫組織染色を行った（a,b,c）。免疫組織学的陽性は茶色
で示される。それぞれの拡大像は四角で囲った領域から平行の矢印で示した。赤線は腫瘍
と間質の境界線を示す（d）。赤線は CD271 陽性細胞と CD271 陰性細胞の境界を示し、赤
と青の矢頭はそれぞれ CD271陽性細胞と CD271陰性細胞を示す（e）。Scale bar：100μ
m。（C）xenograft から得られた腫瘍の連続切片を用いて CD271、CK5/6、CK8 の免疫組
織染色を行った。免疫組織学的陽性は茶色で示す。スケール：100μm。 
 
図 3．CD271陽性細胞の局在 
 （A）臨床標本における CD271 免疫組織染色。正常粘膜（左）。下咽頭上皮内癌（右）。
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（B）同癌の浸潤部における CD271 の強い発現を示す（矢頭）。（C）同癌組織におけるニ
ューフクシン基質による CD34の免疫組織染色（a）と CD34（ニューフクシン）と CD271
（DAB）の 2 重染色（b-e）。CD34 の免疫組織学的陽性は赤で示される。挿入図は四角で
囲った領域の拡大像である。赤矢頭は CD34陽性の微小血管を示し、茶矢頭は CD271陽性
細胞を示す。 
 
図 4．下咽頭癌スフェアコロニーにおける CD271発現 
 HPCM1 のスフェアコロニー形成能（左）とスフェア形成細胞における CD271 発現の
Flow Cytometryによる解析（右）。スケール：25μm。 
 
図 5．Ki-67陽性細胞と CD271陽性細胞の局在 
 下咽頭癌臨床標本を用いた Ki-67と CD271の二重染色。Ki-67はニューフクシン染色で
核が赤色に染色され（赤矢頭）、CD271 は DAB 染色で茶色に染色された。スケール：100
μm。 
 
図 6．CD271陽性細胞の in vivoにおける造腫瘍能と分化能 
 （A）xenograft3 株からそれぞれ CD271 陽性細胞と陰性細胞をセルソーターで分画し、
マウス当たり 30～100,000個の細胞をNOGマウスへ移植した。赤矢頭は CD271陽性細胞
移植部位、青矢頭は CD271陰性細胞移植部位を示す。実線円内には腫瘍形成がみられ、破
線円内には腫瘍形成がみられない。（B）上記移植前の CD271陰性および CD271陽性細胞
分画の Flow Cytometry。陰性率と陽性率はいずれも 96.8～99.5%の範囲内にあった。（C）
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HPCM1由来の CD271陽性細胞と CD271陰性細胞を、それぞれ 30個ずつ移植されたマウ
スと形成腫瘍の一例。腫瘍増殖曲線は平均値でプロットした。（D）CD271陽性細胞を移植
し形成された腫瘍から得られた細胞の Flow CytometryによるCD271発現解析と腫瘍組織
の HE染色。スケール：100μm。 
 
図 7．HPCMs 由来の CD271 陽性細胞と CD271 陰性細胞における Nanog と MMPs の遺
伝子発現 
下咽頭癌 xenograft3株それぞれから分画されたCD271陽性細胞とCD271陰性細胞にお
ける（A）Nanogと（B）MMP1、MMP2、MMP10の発現を Real-time RT-PCRにて比較
した。内在性コントロールには GAPDHを用い、それぞれの遺伝子の発現レベルは CD271
陽性細胞における発現を CD271陰性細胞における発現で除した値で示す。値は 3回の実験
の平均値±標準偏差により示す。 
 
図 8．Xenograft 株における CD271、Nanog、MMP1、MMP2、MMP10 発現の免疫組織
学的な解析 
 Xenograft株腫瘍の連続切片を用いて Nanogと CD271（A）、MMPsと CD271（B）の
免疫組織染色を行った。免疫組織学的陽性は茶色で示される。スケール：100μm。 
 
図 9．HPCMs由来の CD271陽性細胞と陰性細胞における Sox2と Oct-4の発現 
 下咽頭癌 xenograft3 株由来の CD271 陽性細胞と CD271 陰性細胞における Sox2 と
Oct-4 の発現を Real-time RT-PCR にて比較する。内在性コントロールには GAPDH を用
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い、それぞれの遺伝子の発現レベルは CD271 陽性細胞における発現を CD271 陰性細胞に
おける発現で除した値で示す。値は 3回の実験の平均値±標準偏差により示す。 
 
図 10．HPCMs由来の CD271陽性細胞と陰性細胞におけるMMP9、MMP11、MT1-MMP
の発現 
 下咽頭癌 xenograft3 株由来の CD271 陽性細胞と CD271 陰性細胞における MMP9、
MMP11、MT1-MMPの発現を Real-time RT-PCRにて比較する。内在性コントロールには
GAPDHを用い、それぞれの遺伝子の発現レベルはCD271陽性細胞における発現をCD271
陰性細胞における発現で除した値で示す。値は 3回の実験の平均値±標準偏差により示す。 
 
図 11．Xenograft株 HPCM1における CD271陽性細胞の化学療法に対する抵抗性 
（A）HPCM1 を移植した NOG マウスに対し、CDDP7.5mg/kg 投与 1 週間後に腫瘍を
採取し、CD271の発現を免疫組織染色にて、CDDP非投与（コントロール）の腫瘍と比較
した。それぞれの拡大像は四角で囲った領域より平行の矢印で示す。スケール：100μm。
（B）上記の CDDP投与 1週間後と CDDP非投与（コントロール）の腫瘍由来の細胞にお
ける CD271の発現を Flow Cytometryにて比較した。（C）上記 CDDP非投与（コントロ
ール）の腫瘍由来の CD271陽性細胞と CD271陰性細胞における ABCC2、ABCB5、ABCG2
遺伝子発現をReal-time RT-PCRにて比較した。内在性コントロールにはGAPDHを用い、
それぞれの遺伝子の発現レベルは CD271 陽性細胞における発現を CD271 陰性細胞におけ
る発現で除した値で示す。値は 3回の実験の平均値±標準偏差により示す。 
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図 12．下咽頭癌組織における CD271の発現と予後との比較 
 （A）手術もしくは生検によって得られた 83 例の下咽頭癌臨床検体について CD271 免
疫組織染色を行った。腫瘍内の 50％以上の範囲で CD271陽性である検体を CD271高発現
群とし、50%以下のものを CD271 低～中等度発現群と定義した。それぞれ代表的な検体 3
例を示す。（B）CD271高発現群と CD271低～中等度発現群の Kaplan-Meier法を用いた 3
年疾患特異的生存率の解析。＊統計学的有意差あり。（C）下咽頭癌 28例の臨床検体におけ
る CD271遺伝子発現を Real-time RT-PCRで調べ、予後との関連性を解析した。内在性コ
ントロールとして GAPDH 遺伝子発現を基に、癌組織での CD271 発現を正常粘膜での
CD271 発現で除した値を CD271 発現強度とし、カットオフ値を 1.5 に定め、mRNA 高発
現群と低発現群に分けた。それぞれの群について 18 か月無病再発生存率曲線を
Kaplan-Meier法により描いた。＊統計学的有意差あり。 
 
図 13．下咽頭癌における CD271発現とNanog発現の相関 
 下咽頭癌 28例の臨床検体において、Nanogの発現をReal-time RT-PCRにより検討した。
内在性コントロールとして GAPDH 遺伝子発現を基に、正常粘膜に対する癌組織での
Nanog の発現を計算した。癌組織での Nanog 発現を正常粘膜での Nanog 発現で除した値
を Nanog発現強度とした。カットオフ値を 1.5に定め、mRNA高発現群と低発現群に分け
た。＊統計学的有意差あり。黒丸：CD271高発現群。白丸：CD271低発現群。 
 
図 14．下咽頭癌における CD271陰性細胞と CD271陽性細胞間の可塑性 
 Xenograft株 HPCM1由来の CD271 陰性細胞と CD271 陽性細胞を再移植して形成され
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たそれぞれの腫瘍について、CD271発現を FACSと免疫組織染色を用いて解析した。免疫
組織学的陽性は茶色で示される。スケール：100μm。 
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Gene F/R Primer sequence
Product 
size (bp)
Forward AACCTCATCCCTGTCTATTG
Reverse GTTGGCTCCTTGCTTGTT
Forward TGAAGGTCGGAGTCAACGG
Reverse AGAGTTAAAAGCAGCCCTGGTG
Forward ATGCCTCACACGGAGACTGT
Reverse AGGGCTGTCCTGAATAAGCA
Forward TGGCTCCATGGGTTCGGTGG
Reverse TGTGAAGTCTGCTGGGGGCG
Forward GCCCCATTTTGGTACCCCAG
Reverse ATGGGAGAGCCCAGAGTGGT
Forward GCTAACCTTTGATGCTATAACTACGA
Reverse GGATTTGTGCGCATGTAGAA
Forward CCCCAAAACGGACAAAGAG
Reverse CTTCAGCACAAACAGGTTGC
Forward GAACCAATCTCACCGACAGG
Reverse GCCACCCGAGTGTAACCATA
Forward GCAAAAGAGGAGGACTCCAA
Reverse TCACATCCTTTTCGAGGTTGTA
Forward GGTGCCCTCTGAGATCGAC
Reverse TCACAGGGTCAAACTTCCAGT
Forward GCCTTGGACTGTCAGGAATG
Reverse AGGGGTCACTGGAATGCTC
Forward AGTGAATGACATCTTCACGTTTG
Reverse CTTGCAAAGGAGATCAGCAA
Forward CACAAAAGGCCATTCAGGCT
Reverse GCTGAGGAATCCACCCAATCT
Forward TCAATCAAAGTGCTTCTTTTTTATG
Reverse TTGTGGAAGAATCACGTGGC
ABCC2 63
ABCB5 75
ABCG2 150
MT1-MMP 104
Oct-4 101
MMP9 67
MMP11 92
表1　リアルタイムRT-PCR用プライマー
MMP10
111
65
67
140
78
87
76
CD271
GAPDH
Nanog
Sox2
MMP1
MMP2
宿主動物種 希釈倍率 反応温度 反応時間 抗原賦活化 製造元
抗ヒトCD271抗体 マウス 4000倍 37℃ 20分 pH9.0 BD Boscience
抗ヒトCK5/6抗体 マウス 500倍 37℃ 30分 pH9.0 Dako
抗ヒトCK8抗体 マウス 100倍 37℃ 30分 pH9.0 Dako
抗ヒトNanog抗体 ラビット 800倍 4℃ over night pH6.0 CST
抗ヒトMMP1抗体 ラビット 50倍 37℃ 30分 pH6.0 abcam
抗ヒトMMP2抗体 マウス 1000倍 37℃ 30分 pH6.0 abcam
抗ヒトMMP10抗体 マウス 3000倍 37℃ 30分 pH9.0 abcam
抗ヒトCD34抗体 マウス 希釈なし 37℃ 30分 pH9.0 Nichirei Bioscience
抗ヒトKi-67抗体 マウス 10倍 37℃ 30分 pH9.0 Santa Cruz Biotechnology
表2　免疫組織染色に用いた一次抗体リスト
2 4 6 8 10
HPCM1 CD271
+ 30 0/6 1/6 2/6 4/6 4/6
CD271
- 30 0/6 0/6 0/6 0/6 1/6
CD271
+ 100 0/4 1/4 3/4 3/4 3/4
CD271
- 100 0/4 0/4 0/4 0/4 0/4
CD271
+ 300 0/4 1/4 4/4 4/4 4/4
CD271
- 300 0/4 0/4 0/4 0/4 0/4
CD271
+ 1,000 0/2 1/2 2/2 2/2 2/2
CD271
- 1,000 0/2 0/2 2/2 2/2 2/2
HPCM2 CD271
+ 100 0/4 0/4 0/4 0/4 0/4
CD271
- 100 0/4 0/4 0/4 0/4 0/4
CD271
+ 300 0/6 0/6 0/6 1/6 1/6
CD271
- 300 0/6 0/6 0/6 0/6 0/6
CD271
+ 1,000 0/8 1/8 2/8 4/8 4/8
CD271
- 1,000 0/8 0/8 1/8 1/8 1/8
CD271
+ 10,000 0/2 1/2 1/2 1/2 1/2
CD271
- 10,000 0/2 0/2 0/2 0/2 0/2
HPCM3 CD271
+ 30 0/4 0/4 1/4 1/4 1/4
CD271
- 30 0/4 0/4 0/4 0/4 0/4
CD271
+ 100 0/4 0/4 0/4 1/4 1/4
CD271
- 100 0/4 0/4 0/4 0/4 0/4
CD271
+ 300 0/4 0/4 1/4 2/4 3/4
CD271
- 300 0/4 0/4 1/4 1/4 1/4
CD271
+ 1,000 0/4 0/4 3/4 4/4 4/4
CD271
- 1,000 0/4 0/4 0/4 2/4 2/4
CD271
+ 10,000 0/4 0/4 4/4 4/4 4/4
CD271
- 10,000 0/4 0/4 0/4 3/4 4/4
CD271
+ 100,000 0/2 2/2 2/2 2/2 2/2
CD271
- 100,000 0/2 0/2 2/2 2/2 2/2
xenograft
株
表3　CD271陽性細胞とCD271陰性細胞の造腫瘍能
週移植　  
細胞数細胞分画
症例数 高発現 中等度～低発現
83 36 47
T4 16 10 6 0.086 (≧T4)
T3 12 7 5 ＊0.023 (≧T3)
T2 37 15 22 ＊0.041 (≧T2)
T1 18 4 14
N3 3 1 2 0.721 (≧N3)
N2 41 24 17 ＊0.009 (≧N2)
N1 6 1 5 0.051 (≧N1)
N0 33 10 23
IV 43 25 18 ＊0.005 (≧IV)
III 12 4 8 ＊0.016 (≧III)
II 18 5 13 0.112 (≧II)
I 10 2 8
男性 81 36 45 0.21
女性 2 0 2
平均 67.1 70.8 64.2 ＊0.0003
中央値 67 70 64
表4　CD271免疫組織染色結果と臨床パラメータ
＊ 統計学的有意差あり
年齢
p  値
性
Stage
N期
T 期
総症例数
CD271 発現強度
症例数  高発現 低発現
28 17 11
pT4 9 7 2 0.197 (≧pT4)
pT3 11 8 3 ＊0.022 (≧pT3)
pT2 8 2 6 無 (≧pT2)
pT1 0 0 0 無
pN3 0 0 0 無 (≧pN3)
pN2 17 10 7 0.558 (≧pN2)
pN1 3 3 0 0.376 (≧pN1)
pN0 8 4 4 無
IV 18 11 7 0.679 (≧IV)
III 6 5 1 0.153 (≧III)
II 4 1 3 無 (≧II)
I 0 0 0 無
男性 26 16 10 0.64
女性 2 1 1
有 11 10 1 ＊0.011
無 17 7 10
平均 67.4 68.5 65.8 0.197
中央値 68 68 68
表5　CD271mRNA発現レベルと臨床パラメータ
＊ 統計学的有意差あり
年齢
CD271  発現
総症例数
p  値
pT 期
pN期
Stage
性
再発
細胞分画 100 300 1000 3000 10000
CD44
+ 3/7 5/6 3/3 1/1 1/1
CD44
- 4/7 4/6 1/1 1/1 1/1
移植細胞数
表6　CD44陽性細胞とCD44陰性細胞の造腫瘍能（HPCM1)
